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Práctica de Genética 
®  Transducción generalizada 
®  Manipulación de bacteriófagos  
®  Elementos transponibles 
®  Construcción de fusiones de operones 
®  Obtención de mutantes (mutagénesis) 
®  Identificación de mutantes auxótrofos 
(auxonografía) 
Mutagénesis con transposones en 
Salmonella enterica 
P22, un fago de Salmonella 
®  Bacteriófago atemperado o lisogénico 
®  Se integra entre proA y proC  
®  Genoma circular de ADN2c de 42 Kb 
®  Replicación del ADN 
®  Primeras rondas de replicación bidireccional 
®  Replicación mediante ?círculo rodante? 
®  Empaquetamiento del ADN 
®  Reconocimiento de secuencia pac 
®  Método de ?cabeza llena? 
®  Redundancia terminal 
Replicación de P22 Redundancia terminal 
Recombinación en el 
interior de la célula 
Mella 
Después de algunas 
rondas de replicación 
bidireccional… 
…replicación en 
círculo rodante 
 
Formación de concatémeros 
Empaquetamiento 
Por ?cabeza llena? Sitio pac 
  
 
Distintos genomas con distinta redundancia terminal 
Crecimiento 
lítico de P22 
Fagos y partículas transductantes 
Genoma vírico 
Sitio pac Fago 
Partícula 
transductante 
Genoma bacteriano o plásmido 
Sitios 
pseudo-pac 
Mutagénesis en bacterias 
®  Mutágenos físicos 
®  Radiaciones UV, γ 
®  Mutágenos químicos 
®  Modificadores de bases 
®  Agentes desaminantes 
®  Análogos de bases 
®  Bromouracilo 
®  Otros 
®  Sistemas biológicos 
®  Estirpes mutadoras 
®  Elementos transponibles 
Elementos transponibles 
® Segmentos de ADN capaces de 
cambiar de sitio (transponerse) en el 
genoma 
® Secuencias de inserción 
® Transposones (compuestos) 
® Mutaciones inducidas por transposones 
tnp	

gra 
Transposón MudJ (11.3 Kb) 
®  Derivado del fago Mu 
®  Resistencia a kanamicina 
®  Operón ?lac sin promotor 
®  Gen cts, represor del gen de la transposasa 
®  No tiene el gen de la transposasa 
Kan	
?lacZYA ?trp? cts	

Transposón Mud1 (37.2 Kb) 
®  Derivado del fago Mu 
®  Resistencia a ampicilina 
®  Operón ?lac sin promotor 
®  Gen cts, represor del gen de la transposasa 
®  Gen tpn de la transposasa 
Amp	
?lacZYA ?trp? cts	
tpn	

Elementos empleados 
® P22 int7 HT 
® 50% de las partículas son transductantes 
® Estirpe donadora: 
® TT10288 hisD9943::MudJ his-9941::Mud1 
® Estirpe receptora: 
® TT1704 Δhis 
Disposición de los transposones 
en la estirpe donadora 
MudJ Mud1 hisGD? ?DCBHA? ?AFIE 
lac Kan 
lac 
Amp tnp 
tnp 
Complementación de la transposasa 
Partículas transductantes (44 kb) 
Formas de integración de MudJ 
his+ 
1. Recombinación homóloga mediante his 
his? ?his? MudJ 
Formas de integración de MudJ 
his+ 
2. Transposición 
transposición 
MudJ 
Mud1? 
transposasa 
Procedimiento 
® Obtención de lisado de fagos de 
TT10288 
® Titulación del lisado 
® Transducción mutagénica 
® Selección de inserciones 
® Identificación de auxótrofos 
® Auxonografía 
Obtención de lisado de fagos 
®  Mezcla de 1 ml de cultivo de TT10288 (30º) 
con 4 ml de NB y fagos para un multiplicidad 
de infección (MDI) baja: 0.01-0.1 ufp/célula 
®  Incubar en el agitador a 30º 8-16 horas 
®  Centrifugar las células 
®  Recoger el sobrenadante, añadir unas gotas 
de cloroformo 
Ufp: unidades formadoras de 
placa 
MDI, lisis y lisogenia 
Transducción 
Pseudolisogenia 
Resistencia 
P22 
LISIS 
Baja MDI 
LISOGENIA 
Alta MDI 
Alta MDI 
Reproducción 
Lisado de P22 
LISADO CULTIVO 
Preparación de tubos de agar de 
cobertera 
Titulación del lisado 
®  Hacer diluciones seriadas 
del lisado 
®  Añadir 0.1 ml de las 
diluciones pertinentes y 0.1 
ml de cultivo de estirpe 
indicadora a un tubo de agar 
de cobertera 
®  Agitar giratoriamente 
®  Verter sobre placa de LB 
®  Incubar 8-16 horas 
®  Contar las placas (calvas o 
halos) y calcular el número 
de UFP. 
Placas de P22 
Transducción 
®  Mezclar en una placa de LB 
0.1 ml de cultivo de estirpe 
receptora (TT1704) y 0.1 ml 
de lisado (MDI alta: 10 ufp/
célula). 
®  Extender e incubar a 37º 
durante 4-8 horas 
®  Replicar con terciopelo a 
medio LB+kanamicina, medio 
LB+ampicilina y medio LB
+ampicilina+kanamicina 
®  Incubar a 37º 16 horas 
MDI, lisis y lisogenia 
Transducción 
Pseudolisogenia 
Resistencia 
P22 
LISIS 
Baja MDI 
LISOGENIA 
Alta MDI 
Alta MDI 
Reproducción 
Integración de MudJ en TT1704 
his? ?his? 
Δhis 
La recombinación homóloga mediante his no puede 
llevarse a cabo por ausencia de secuencias homólogas 
MudJ 
La integración de los transposones sólo puede 
realizarse mediante transposición 
Réplica con terciopelo 
Resultado de la transducción 
kanamicina ampicilina 
kan+amp 
Frecuencia de transducción 
de MudJ y Mud1 
Partículas transductantes (44 kb) 
Mud1 (ampr) MudJ (kanr) 
Identificación de auxótrofos 
®  Picar con un palillo una 
colonia aislada de la placa 
de la mutagénesis 
®  Transferir la colonia picada, 
usando el mismo palillo y sin 
picar dos veces, a: 
®  Medio mínimo +histidina 
+kanamicina 
®  Medio rico +kanamicina 
®  Picar al menos 150 colonias 
®  Sólo un 1% de las inserciones 
son auxótrofos 
Auxótrofos inducidos por inserción 
LB (medio rico) E+his (medio mínimo) 
Auxonografía 
 
  Medios 
  1 2 3 4 5 
6 Adenosina Guanosina Cys Met Tiamina 
7 His Leu Ile Lys Val 
8 Phe Tyr Trp Thr Pro PABA  DHBA 
9 Gln Asn Uracilo Asp Arg M
ed
io
s 
10 Timina Ser Glu DAP Gly 
 
Medio 11: Piridoxina, ácido nicotínico, biotina, pantotenato, Ala. 
 
PABA: ácido p-aminobenzoico 
DHBA: ácido dihidroxibenzoico 
DAP: ácido diaminopimélico 
 
®  Picar con un palillo una colonia de un clon auxótrofo 
®  Transferir la colonia picada a los 11 medios 
®  Incubar a 37º 16 horas 
®  Interpretar los resultados 
